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高通量测序(HTS)技术几乎改变了生物医学科学的每一
个领域，近年来高通量测序技术发展飞快，将人们真正带入了
HTS的时代。新一代高通量测序技术具有测序通量高、测序时
间短和测序成本低等特点。2015 年初，美国总统奥巴马宣布推
出精准医疗计划〔1〕。精准医疗是在分子生物学基础上更精准、
更个体化的医疗。HTS 技术为精准医疗的实施提供了强大的
技术支撑，为疾病的研究、预防、诊断及治疗提供了更精准，更
有效的手段。随着老龄化社会的到来，骨质疏松(OP)已成为
影响人们生活质量的一大疾病。60 岁以上老年人，OP 发病率
男性为 35. 8%，女性为 73%，接近 40%的妇女一生中都会发生
OP导致的骨折〔2〕。而 OP的发生、发展是一个多基因控制的复
杂过程。因此，HTS技术的发展能更加系统地阐述 OP的发生、
发展机制及为其诊断和治疗提供强有力的工具。
1 HTS技术简介
HTS技术也称深度测序技术或下一代测序技术〔3，4〕。其在
基因组测序、转录组测序、基因变达调控、转录因子结合位点的
检测以及甲基化等研究领域都有应用。最早被用于 DNA 测序
的是产生于 19 世纪 70 年代中期的传统的 Sanger测序技术〔5〕，
其测序耗时长，通量低，费用高，因此下一代测序技术应势而
生。目前所说的 HTS 技术主要是指 2005 年以来 454 life sci-
ences公司(现已被 Ｒoche公司收购)、ABI公司和 Illumina 公司
推出的第二代测序技术以及 Helicos Heliscope和 Pacific Biosci-
ences推出的单分子测序技术〔6〕。此外，还有第三代的纳米孔
测序技术。这些技术的出现真正达到了一个基因组测序不超
过 2 000 美元〔7〕。第二代测序技术有 Ｒoche /454 公司的焦磷酸
基因组测序技术，Polonator 技术，Illumina 公司的 Solexa 技术，
ABI公司的 Solid技术等。这里介绍近年来应用较普遍的测序
平台。Illumina /Solexa 公司 2006 年推出了 AnalyzerⅡ〔7〕，随后
的几年里不断改进，提高了测序通量，降低了测序成本，占据了
HTS的市场。该公司最近推出了一套测序时间和测序通量最
优化的测序仪，包括 Miseq、NexSeq500、Hiseq 系列。其中 Miseq
和 Hiseq是最成熟的测序平台〔7〕。Miseq 测序速度快，适合个
人基因组测序、目标测序和小基因组测序。Hiseq2500 测序通
量高。其在 2014 年推出的 HiseqX10〔7〕，运用图案化流动槽技
术，具有高通量、耗时短等特点。之后推出的 NexSeq500〔7〕，采
用一种新型双通道测序方法，而 Miseq 和 Hiseq 都是四通道的
测序方法。它的特点是核苷酸的检测只需两张图片，减少了数
据处理时间和提高了测序通量。但其误差率与成熟的 Hliseq
平台相似。2010 年 Life Technologies 公司推出 PGM测序仪，其
模版准备和测序步骤与 Ｒoche /454 的焦磷酸测序技术类似〔7〕。
在 PGM基础上，2012 年又推出了 Ion Proton 测序仪，提高了测
序通量。除此之外，Pacific Biosciences 公司推出的单分子实时
测序技术(SMＲT) ，其特点是不需扩增过程，聚合过程是连续
的，可以通过视频上记录的荧光信号实时读取 DNA 序列。Dx-
ford Nanopore technoloqies 公司在 2014 年推出了纳米孔测序技
术〔8〕，最早的设备是 MinION，测序速度较快，读长较长。如同
所有的单分子测序技术，错误率很高，Jain 等〔9〕最近报道其插
入、删除、替换率分别为 4. 9%，7. 8%，5. 1%。虽然其测序通量
相对较低，精确度不高。但其在尺寸、测序速度、读长、机器价
格等方面的优势，将使其在不久的未来有着更好的发展。HTS
技术一直在不断地完善，不断的改进，并被广泛应用于生物科
学的各个方面。
2 HTS技术在 OP研究中的应用现状及存在问题
2. 1 HTS技术在 OP研究中的应用现状 OP是最常见的代谢
性骨病，作为最常见且治疗费用最高的疾病之一，影响着全世
界 1 /3 的女性和 1 /5 的男性〔10〕。其特点是具有低创伤性骨折
的风险，将近 1 /2 女性和 1 /4 男性在 60 岁以上都会受 OP性骨
折的影响〔11〕。其中最严重的是髋部骨折，50%人骨折后不能
恢复到骨折前的状态，25%需长期家庭护理，还有 25%在 12 个
月之内死亡〔12〕。OP 是一种多基因控制的家族性疾病。体内
成骨细胞与破骨细胞在骨重塑过程中扮演着重要角色。成骨
细胞来自造血干细胞，破骨细胞来自骨髓间充质干细胞，而骨
细胞是从成骨细胞分化而来的。骨吸收与形成的不平衡导致
了 OP 的形成。目前已知的 WNT、NOTCH、Hedgehog、OPG-
ＲANK-ＲANKL等信号通路可以调节成骨细胞和破骨细胞分化
和形成。HTS技术可以检测低频率的与疾病相关的罕见的变
异基因，而且已经成功地应用于描绘单基因疾病〔12〕。全基因
组相关研究(GWAS)和全外显子组测序(WES)可以帮助确定
基因决定的单基因疾病和复杂疾病，包括 OP 和骨量紊乱等疾
病。该方法已被用于发现导致 OP 的新基因〔10〕，可以提升对
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OP发病机制的理解和推动寻找新型靶向治疗的发展。影响
OP性骨折的因素很多，除了钙缺乏、雌激素缺乏、年龄因素、以
前是否有过骨折等，还有骨密度(BMD)。BMD 具有高度遗传
性的特点，60% ～ 90%的人骨密度变化是由基因决定的〔13〕。
当然，除了 BMD之外，其他与 OP 相关的特征也与遗传因素相
关。受研究技术的限制，传统的疾病在基因方面的研究主要是
以假说为导向的候选基因法。本世纪初，在描绘 OP 和大部分
其他复杂疾病的基因上进展很小。但随着全基因组相关研究
的发展和下一代测序技术的出现，更多新的与 BMD 减少相关
的基因位点被发现。近年来相关综述表明发现有 59 个新的基
因位点与 BMD减少相关，而这些位点在以前的候选基因法中
未被发现〔14〕。随着科学技术的不断发展，高通量基因分型技
术的出现，将对 OP及一些其他复杂疾病进行更进一步的分型，
有利于提高对疾病的认识，对疾病的风险进行更好预测，寻找
更精准的治疗方法和减少治疗过程中副作用的产生。HTS 技
术除了在基因组测序上的应用之外还在转录组测序、基因变达
调控、转录因子结合位点的检测以及甲基化等研究领域都有应
用。骨髓间充质干细胞(MSC)的功能缺陷可能导致衰老过程
和年龄相关性疾病，如 OP等〔15〕。通过 HTS对患有 OP疾病的
病人进行 MSC的分析，可以提高对 OP 发生、发展机制的更进
一步的新认识。此外，第二代 HTS技术在表观遗传水平的研究
上也发挥着巨大作用。骨重塑是成骨细胞与破骨细胞的共同
作用而产生的，DNA的甲基化在成骨细胞和破骨细胞的分化中
起着重要作用。碱性磷酸酶(ALP)是由成骨细胞分泌的具有
催化骨矿化作用的一种酶。研究表明，DNA 的甲基化可抑制
ALP在骨细胞中的表达〔16〕。在成骨细胞转移中，硬化蛋白编
码基因(SOST)启动子区高甲基化可导致成骨细胞低表达〔17〕。
此外，CPG 岛的低甲基化也参与了成骨细胞分化过程的调
控〔18〕。组蛋白修饰及染色质重塑在成骨细胞分化过程中也发
挥了不可忽视的调节作用。破骨细胞是体内唯一的骨吸收细
胞，DNA甲基化依赖机制可以通过影响人骨组织中的 ＲANKL
和 OPG的基因转录参与破骨细胞分化的调控〔16〕。此外，组蛋
白乙酰化也参与了破骨细胞的活性调节。随着 HTS 技术在
ＲNA水平测序应用的发展，其在研究 OP 的发生、发展机制等
方面也起着不可替代的作用。MSC 在向成骨细胞分化的过程
中，一些 Micro ＲNA 的表达水平变化会影响目的基因的转录，
进而调控 MSC的成骨分化过程〔19〕。一些体外实验表明，Micro
ＲNA在破骨细胞生成及骨吸收过程中也发挥了正性调控作
用〔20〕。Li等〔21〕在 J Cell Mol Med 上发表的综述中提出以下假
设:Micro ＲNA表达模式在物种进化中变异或者 m ＲNA 上 Mi-
cro ＲNA结合位点的结构变异会有助于解释进化过程中物种间
的颅面变化、人类颅面疾病的发展和年龄增长引起 OP 形成中
的生理变化。因此，HTS 技术在 ＲNA 水平的应用可为进一步
探索 OP疾病提供强大的技术支撑。
2. 2 HTS 技术在研究 OP 疾病中存在的问题 近年来，虽然
HTS技术在测序通量、测序耗时和测序成本上都有了很大进
步，但也有着局限性。首先，其测序后的海量测序数据的后期
处理和分析也是一大难题。其次，虽然其测序成本大大降低，
但对于一个小型实验室来说还是难以承受的。除此之外，与
OP相关的单个基因具体功能尚未完全明了，限制了高通量测
序在 OP领域的跨越式发展研究。由于缺乏充足的动物实验，
基因治疗在 OP临床应用的安全性尚未阐明。
3 HTS技术在 OP研究中的应用展望
随着人口老龄化的发展，老年人骨健康问题更为突出，患
OP的患者越来越多，使其生活质量大大下降。HTS 技术的出
现，给 OP等其他复杂疾病的研究提供了强大的技术支撑。随
着精准医疗计划的提出，在医疗领域更加注重个性化。因此，
对疾病的研究更大的挑战。从疾病的预测到预防到诊断到治
疗护理及预后的评估等都做到个性化。从基因水平预测疾病
的发生及疾病的易感性，然后做到更好地预防疾病发生。当疾
病发生时应用更个体化的治疗，精准治疗可以大大减少治疗过
程中的副作用。在疾病的护理方面也做到个性化护理。此外，
在疾病的预后评估时给出更精准的评估以便给予更精准的后
期指导。将精准医疗的概念应用到 OP，将给 OP 患者带来福
音。随着科学技术的不断发展和进步，HTS 技术也在不断地发
展，且发展速度非常之快，朝着更大通量更快速度和更低成本
的方向在不断进步。此外，测序数据的分析技术也将不断地进
步，相信在不久的将来 HTS技术在 OP及其他复杂疾病的研究
中将起更大的推动作用。为精准医疗在 OP中的应用提供技术
支撑。OP早期的症状和体征不明显，缺乏特异性，故很难依据
临床诊断标准来做出早期诊断〔22〕。HTS 技术的发展将为预
测、预防 OP的发生和 OP 的早期诊断提供技术支撑，将为 OP
患者提供更精准的治疗，减少治疗的副作用，提供更恰当的护
理方法，给出更精准的生活指导，将大大推动生命科学的发展
和医疗卫生事业的进步。
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阿尔茨海默病(AD)是一种起病隐匿的中枢神经系统退行
性疾病。AD发病时间晚，发病隐匿，没有特异性的指标可以检
测，很容易错过最佳的治疗时期〔1〕。AD 已经与脑卒中、肿瘤、
心脑血管病相匹敌，成为老年人的第四大杀手〔2〕。患有 AD 的
病人日常行为能力受限，认知功能发生障碍，记忆力损失，执行
能力下降;其病理特征为大脑皮层和海马区 β 淀粉样蛋白
(Aβ)聚集形成的老年斑、Tau蛋白异常聚集形成的神经纤维缠
结以及大脑皮层和海马区的神经元缺失〔3〕。引起 AD 的原因
到目前为止还不是很明确，仍在探索中〔4〕。受基因、环境、年龄
等因素的影响，AD神经元中内质网错误折叠蛋白质增多，内质
网内稳态失衡，这种平衡的改变会引起内质网应激(EＲS)〔5〕。
在 AD中的病理形成及神经细胞的凋亡中具有重要作用。AD
神经元 EＲS激活后，会引起神经细胞一系列形态生理功能的变
化，如 Ca2 +稳态改变，过氧化物增多;还能激活未折叠蛋白反应
(UPＲ)引起下游一系列凋亡信号分子的表达。这些反应的最
终结果促进神经细胞的凋亡，致使大脑神经元缺失，出现认知
障碍，加重 AD。此外，EＲS 还参与 Aβ 的形成及 tau 蛋白的异
常磷酸化，促进 AD病理的形成。研究神经元中内质网应激的
功能对于了解 AD发病机制以及治疗 AD具有重要意义。
1 EＲS与 UPＲ
内质网(EＲ)是参与蛋白质修饰、折叠及质量控制的重要
场所，也是 Ca2 + 储存、类固醇、胆固醇和脂质的合成场所〔6〕。
分泌蛋白与跨膜蛋白必须在 EＲ中合成，EＲ中的蛋白质只有在
正确折叠后才能运出至高尔基体，进行下一步的修饰。在 EＲ
腔内还存在许多分子伴侣及与蛋白质折叠有关的酶，它们的相
互作用能够保证蛋白质的正确折叠及运输，维持蛋白质合成与
分泌的动态平衡。但当 EＲ受到某些因素的影响将这种平衡打
破，导致 EＲ功能紊乱，错误折叠或未折叠蛋白质增多，就会引
起 EＲS〔7〕。出于防卫，细胞会激活一种适应性应答反应———
UPＲ，使 EＲ重建稳态〔8〕，恢复细胞的正常功能。
参与 UPＲ 的主要有 3 种受体:PKＲ 样 EＲ 调节激酶
(PEＲK)、抑制物阻抗性酯酶(IＲE)1α、活化转录因子(ATF)6。
每个跨膜受体都能够调控其下游的一系列转录因子参与细胞
的生存或死亡〔8〕。正常情况下，EＲ 的分子伴侣葡萄糖调节蛋
白(GＲP78 /BIP)分别与 EＲ 中的跨膜蛋白 IＲE1α、PEＲK 及转
录因子 ATF6 结合在一起，阻止信号传导。当 EＲ中未折叠、错
误折叠的蛋白质增多聚集时，GＲP78 与 IＲE1、PEＲK、ATF6 分
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